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Resumen
En el presente trabajo estudiamos el grado de tolerancia a metales pesados de 
hongos y bacterias aisladas de suelos con y sin rizósfera, con el propósito de co-
nocer su potencial para aplicaciones en biorremediación. Las muestras procedían 
del pasivo minero de Santa Rosa de Jangas. Los hongos y bacterias aislados fueron 
identificados taxonómicamente mediante el análisis de la región ITS y 16S ADNr, 
respectivamente. El índice de tolerancia a metales pesados se calculó usando medio 
salino suplementado con 1 mM a plomo (II), cobre (II), niquel (II) o zinc (II), y 0.1 mM 
a plata (I), cromo (VI) o cadmio (II). En total se aislaron 23 hongos y 18 bacterias. Las 
cepas de hongos con mejores índices de tolerancia fueron: Fusarium temperatum 
CTLM05 (Pb+2), Fusarium temperatum CTLM08 (Zn+2), Fusarium oxysporum CTLM18 
(Ni+2 y Cd+2), Fusarium oxysporum CTLM12 (Ag+1), Fusarium inflexum CTLM22 (Cu+2) 
y Penicillium vanluykii CTLM11 (Cr+6). Las cepas de bacterias con mayores índices 
de tolerancia fueron Bacillus licheniformis SSR18 (Cd+2, Ni+2 y Zn+2), Bacillus subtilis 
SSR3 (Pb+2), Serratia sp. SSR15 (Cu+2), Serratia sp. SSR13 (Ag+1) y Bacillus cereus SSR01 
(Cr+6). También se encontró que los hongos mostraron mejores índices de tolerancia 
que las bacterias. Finalmente, los suelos del pasivo ambiental minero de Santa Rosa 
de Jangas poseen una microflora interesante, probablemente con mecanismos para 
su adaptación, crecimiento y desarrollo sobre metales pesados y pueden ser de 
utilidad para el desarrollo de procesos biotecnológicos y biorremediación.
Abstract 
In this work, we studied the degree of tolerance to heavy metals of fungi and 
bacteria isolated from soils with and without rhizosphere, in order to know its 
potential for applications in bioremediation. The samples came from Santa Rosa de 
Jangas mining liability. The fungi and bacterial strains were taxonomically identified 
by ITS region and 16S rDNA analysis, respectively. Heavy metal tolerance indices 
were calculate using salt medium supplemented with 1mM of lead (II), cupper (II), 
nickel (II) or zinc (II); and 0.1 mM of silver (I), chromium(VI) or cadmium (II). It was 
isolated 23 fungi and 18 bacteria strains. The fungi with better tolerance indices 
were Fusarium temperatum CTLM05 (Pb+2), Fusarium temperatum CTLM08 (Zn+2), 
Fusarium oxysporum CTLM18 (Ni+2 and Cd+2), Fusarium oxysporum CTLM12 (Ag+1), 
Fusarium inflexum CTLM22 (Cu+2), and Penicillium vanluykii CTLM11 (Cr+6). Likewise, 
the bacterial strains with better tolerance indices were Bacillus licheniformis SSR18 
(Cd+2, Ni+2 and Zn+2), Bacillus subtilis SSR3 (Pb+2), Serratia sp. SSR15 (Cu+2), Serratia 
sp. SSR13 (Ag+1) and Bacillus cereus SSR01 (Cr+6). Too, it was found that fungi showed 
better tolerance indices than bacterial strains. Finally, the soil from Santa Rosa waste 
mine have an interesting microflora, probably with mechanisms for their adaptation, 
growth, and development were heavy metals are present and they could be useful 
to perform biotechnology and bioremediation processes. 
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IntroducciónUna de las fuentes de contaminación con metales pesados es la minería, que es considerada como la se-gunda actividad humana más antigua, pero deja suelos y materiales indeseables en forma de vertederos recu-biertos, relaves y pozas de cenizas reemplazando los ecosistemas naturales (Juwarkar et al., 2010). Becerra-
Castro et al. (2012) califica a la minería como la activi-dad más contaminante de suelos; por lo tanto para la adecuada protección y restauración de estos ecosiste-mas contaminados con metales pesados se requieren su caracterización y remediación (Wuana & Okieimen, 2011). En el Perú, la minería también es una actividad económica importante, pero debido a los inadecuados planes de cierre y biorremediación – especialmente de las minas antiguas – numerosos residuos (pasivos) mi-neros han sido dejados abandonados a lo largo de todo el país, constituyéndose un riesgo para la salud. Así mis-mo, en los países en desarrollo, la restauración de estos ecosistemas es escaza pero urgente porque reduciría los riesgos asociados y repondría suelos para la agricultura (Wuana & Okieimen, 2011). Por otro lado, estos ambien-tes contaminados poseen una biota de interés (Colpaert et al. 2011) porque los organismos resistentes a estos metales pueden ser utilizados para limpiar ambientes contaminados a través de aplicaciones biotecnológicas (Colin et al. 2012) gracias a que poseen mecanismos de sobrevivencia y desintoxicación (Muñoz et al. 2012) que les permite tolerar y acumular los metales pesados (Co-lin et al. 2012); es así que, los microorganismos toleran-tes aislados de ambientes contaminados con metales pe-sados son una buena alternativa para limpiar y remediar estos ecosistemas (Vargas-García et al. 2012, Krishna et al. 2013). Así mismo como primer paso para el diseño de los procesos de biorremediación se sugiere determinar los microrganismos existentes en las áreas perturbadas (Guo et al., 2010), porque los microorganismos nativos además de tolerar los metales también están adaptadas a las condiciones ambientales de temperatura, humedad, pH, etc. del área interés. En este contexto, debido a que en la zona sierra peruana existen suelos perturbados por 
la industria minera cuya microflora no ha sido o está es-cazamente caracterizada y estudiada, el objetivo de esta investigación fue conocer la composición microbiana de los suelos del pasivo minero Santa Rosa de Jangas (An-cash, Perú) y su tolerancia a varios metales pesados con 
el fin de identificar microorganismos promisorios que permitan desarrollar técnicas biotecnológicas para la bioremediación de ambientes contaminados con meta-les pesados.
Material y métodos
Colecta y caracterización fisicoquímica del suelo.- La colecta se realizó en el mes de marzo del 2014 y se to-maron cuatro muestras de suelo  de aprox. 1 kg, a 25 cm de profundidad. El área de muestreo fue de aprox. 250 m2 correspondiente al pasivo minero de la planta con-centradora Santa Rosa de Jangas de la Universidad Na-cional Santiago Antúnez de Mayolo (Ancash-Perú) ubi-cado a 9°23’38.4”S, 77°34’55.2”W y 2893 m de altitud, a 
1 km del pueblo de Jangas y 150 m del río Santa aprox. Las muestras fueron transportadas al laboratorio en re-cipientes estériles a 8 °C aproximadamente. También se colectaron plantas asociadas a los suelos, éstas fueron 
identificadas en el Herbario David Smith de la Universi-dad Nacional Santiago Antúnez de Mayolo (UNASAM).Una parte de los suelos se usó para su caracteriza-
ción físico química: composición de metales pesados de acuerdo al APHA (Standard methods for examination of water and wastewater) códigos MS08 (Cd), MS11(Cu), MS22(Ni), MS24(Pb), MS32(Zinc) y MS33 (Cr VI) en el Laboratorio de Calidad Ambiental de la Universidad Na-
cional Santiago Antúnez de Mayolo; y el análisis físico-químico de fertilidad de suelos donde se evaluó el tipo de suelo, pH, conductividad eléctrica (CE), composición de materia orgánica (MO), nitrógeno total (Nt), fósforo (P) y potasio (K) en el Laboratorio de Suelos de la Uni-versidad Nacional Santiago Antúnez de Mayolo. La otra parte del suelo fue utilizada para el aislamiento de los microorganismos.
Aislamiento de hongos y bacterias.- Previo al aisla-miento, se enriqueció el cultivo inoculando 10 g de suelo en 90 mL del medio salino LPS (Jiang et al. 2008) con la diferencia que se agregó sólo 5 gL-1 de glucosa, y el LPS estéril fue suplementado con plomo (II) 0.1 mM estéril. Se incubó a 24 °C y 60 rpm en un baño maría con agi-tación horizontal por 7 días y se sub-cultivó tres veces 
transfiriendo 1 mL del cultivo a un medio fresco.El aislamiento se realizó por el método de diluciones seriadas de 10-1 a 10-6, 100 µL de las diluciones fueron inoculadas en placas con LPSA (LPS más 15 g·L-1 de agar-agar) suplementado con 1 mM Pb (II). Adicionalmen-te, para seleccionar hongos se agregó 0.01% de Tritón X–100, 50 µg·mL-1 de tetraciclina y 50 µg·mL-1 de estrep-tomicina; mientras que para bacterias se agregó 100 µg·mL-1 de cicloheximida. Todas las siembras se hicieron por duplicado e incubadas a 28 °C por 7 días. Las colonias diferentes fueron aisladas y sembradas por estrías en placas con Agar Sabouraud (SA) en el caso de hongos y Agar Tripticasa de Soya (TSA) en el caso de bacterias; luego fueron cultivadas en tubos con medio de cultivo inclinado a 28 °C y almacenados a 4 °C.
Caracterización molecular de hongos y bacterias.- Los hongos se cultivaron en caldo Saboraud a 28 °C con agitación orbital (180 rpm) por 72 h. Se colectó el mice-
lio mediante centrifugación y se extrajo el ADN con el Kit AxyPrep Multisource Genomic Miniprep (Axygen, USA) 
usando el protocolo del fabricante. Se amplificó la región 
ITS del ADNr usando los primers ITS1-ITS4 y el secuen-
ciamiento se realizó en Canadian Center for DNA Barco-
ding (CCBD) con los primers ITS5-ITS4.
El ADN de las bacterias se extrajo con el Kit AxyPrep Bacterial Genomic Miniprep (Axygen, USA) de acuerdo al 
protocolo del fabricante. La amplificación (PCR) del gen 
16S del ADNr se realizó siguiendo la metodología descri-ta por Tamariz-Angeles et al. (2014). El secuenciamiento 
se realizó en la compañía Macrogen Korea Inc. (http://www.macrogen.com) con los primers 518F y 800R.
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La limpieza y el análisis de secuencias se realizaron con el software CodonCode v.7.2. Se obtuvieron secuen-cias similares a las secuencias consenso preferentemen-te de los registros tipo del GenBank mediante el BlastN 
del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Todas las se-cuencias se alinearon con ClustralX v.2.0 y se elaboraron 
los árboles filogenéticos con Mega v.6 usando la metodo-logía Maximum likelihood y Neighbor-Joinning, Kimura 2-parámetros y 1000 bootstraps.En el caso de los hongos los datos taxonómicos, fo-
tografías y secuencias se ingresaron a la plataforma 
BOLDSYSTEMS -The Barcode of Life Data Systems (www.
boldsystems.org/) para la elaboración de los códigos de 
barras de ADN.
Tolerancia a metales pesados.- Para el caso de los hongos se siguió la metodología descrita por Muñoz et al. 
(2012) con algunas modificaciones. La tolerancia a me-tales se realizó sobre placas Petri con LPSA suplemen-
tado con los metales pesados: 1.0 mM de Pb+2, Cu+2, Ni+2 ó Zn+2 preparados a partir de Pb(NO3)2, Cu(NO3)2.5H2O, Ni (NO3)2.6H2O, ZnSO4.7H2O; y 0.1mM de Cr+6, Cd+2 ó Ag+1 preparados a partir de K2Cr2O7, CdCl2.2H2O, AgNO3. Todas las soluciones stock de los metales pesados fueron este-
rilizados por filtración y se agregaron al medio de cultivo antes de la inoculación. Se inocularon discos de 5 mm de diámetro de los cultivos de 5 días en Agar Saboraud. Se incubaron por 7 días a 28 °C y se determinó el nivel de tolerancia como porcentaje de tolerancia (%TH) que se obtuvo multiplicando x 100 el índice de tolerancia (ITh); el mismo que fue calculado como ITh = Diámetro del hon-
go en el medio con metal / Diámetro del hongo en medio sin metal (Muñoz et al. 2012). 
Para las bacterias se utilizó 5mL de LPS suplementa-do con metales pesados a las mismas concentraciones que se indica para el caso de los hongos. Como inóculo 
se usó 20 µL de cultivo joven (16 horas) a OD620 entre 0.08-0.1. Luego se incubó a 24°C y 60 rpm de agitación horizontal por 24 horas. Se calculó el porcentaje de tole-rancia de la siguiente manera (%TB) = [(Densidad óptica 
del cultivo con el metal – Densidad del medio con metal 
sin inóculo)/Densidad del cultivo sin metal] x 100. 
Análisis estadísticos.- Para evaluar la tolerancia a los metales pesados se hicieron cuatro repeticiones en 
un diseño completamente al azar (DCA), donde se calcu-ló promedios, desviaciones estándares y se compararon las medias mediante el análisis de variancia ANOVA y la 
comparación de las medias de Duncan (P < 0.05).
Resultados y discusión
Características físico-químicas del suelo y aisla-
miento de los hongos y bacterias.- En el pasivo minero Santa Rosa se encontró escaza vegetación representada principalmente por Bidens pilosa; esta especie también fue reportada en pasivos mineros de cobre en China (He et al. 2010). Respecto a las características de los suelos, las mues-tras M1 y M3 mostraron pH alcalino, salinidad ligera, ma-teria orgánica, nitrógeno y fósforo fue pobre; mientras que los suelos MO y M2 mostraron pH neutro, suelo no salino, materia orgánica, nitrógeno y fósforo en canti-dades medianas (Tabla 1). Entre los metales pesados, el plomo (Pb) fue el más abundante, por lo tanto este metal fue utilizado en el medio de cultivo durante el enriqueci-miento y aislamiento de los microorganismos. 
Tabla 1. Análisis físico-químico y microorganismos aislados de los suelos del Pasivo minero Santa Rosa
Muestra M0 M1 M2 M3
Especie vegetal Ricinus communis Bidens pilosa Solanum americanum
A
ná
lis
is
 d
e 
fe
rti
lid
ad
Tipo de suelo Franco Arenoso Franco Franco 
pH 7.35 9.26 7.19 8.2
M.O % 3.886 1.273 3.484 2.01
Nt. % 0.194 0.064 0.174 0.101
P (ppm) 22 4 16 4
K (ppm) 118 99 91 127
C.E (dS/m) 1.29 2.11 0.968 2.21
M
et
al
es
 p
es
ad
os
Cd (mg·kg-1) 0.083 0.088 0.108 0.118
Cu (mg·kg-1) 0.47 0.65 1.13 0.02
Ni (mg·kg-1) 0.02 0.02 0.02 0.02
Pb (mg·kg-1) 9.11 6.18 6.73 5.52
Zn (mg·kg-1) 1.86 1.27 1.41 1.39
Cr VI (mg·kg-1) 0.01 0.01 0.01 0.01
Hongos
Cantidad (%)* 4 (50) 4 (44) 8 (62) 7 (64)
Códigos CTLM01-CTLM04 CTLM05-CTLM08 CTLM09- CTLM16 CTLM17-CTLM24
Bacterias
Cantidad (%)* 4 (50) 5 (56) 5 (38) 4 (36)
Códigos SSR01-SSR04 SSR05-SSR08, SSR10 SSR11-SSR15 SSR16- SSR19
* el porcentaje se calculó considerando el total de organismos aislados por cada muestra.
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Se aislaron un total de 41 cepas incluyendo 22 hongos 
filamentosos, 1 levadura y 18 bacterias. Según Guo et al. (2010), los microorganismos juegan un rol importante en la biorremediación de metales pesados tanto como bioacumuladores (manera directa) o interactuando con las plantas para facilitar la bioacumulación de las plantas (manera indirecta); así mismo su diversidad depende de la etapa de restauración del ecosistema por lo cual también podrían ser usados como bioindicadores (Li et al. 2016). 
Caracterización molecular de hongos y bacterias.- Las secuencias del ITS de los hongos aislados fueron editadas a un tamaño de 590 bp que corresponde a la región completa del ITS (ITS1-5.8S-ITS2). En el análisis BlastN se obtuvo 98 – 100% similitud de identidad con cepas tipo del GenBank. Las secuencias fueron deposita-das al Genbank con los números de accesión MH980118- MH980140 que se encuentran después del código de la cepa (Fig. 1). También se elaboraron los códigos de barra 
de ADN que se adjunta en el material suplementario DOI: 
dx.doi.org/10.5883/DS-CTLM.
De acuerdo al análisis filogenético de los hongos se 
identificaron 12 especies distribuidos en 5 géneros (Fig. 
1A-D), donde el género Fusarium estuvo representada 
por 6 especies: F. fujikuroi, F. inflexum, F. nygamai, F. oxys-
porum, F. ramigenum y F. temperatum; el género Penici-
llium estuvo representada por 3 especies: P. digitatum, 
P. rubens y P. vanluykii; mientras que los géneros Asper-
gillus, Mucor y Rhodotorula sólo tuvieron una especie: 
A. versicolor, M. griseocynus y R. dairenensis, respectiva-mente. Estas especies están ampliamente distribuidos en los suelos; pero a su vez varias investigaciones se-ñalan la potencialidad de especies del género Fusarium para la biorremediación de metales pesados (Chen et al. 2010, Parameswari et al. 2010, Muñoz et al. 2012, Iram 
et al. 2013, Oladipo et al. 2018a). Del mismo modo va-rias especies del género Penicillium, Aspergillus, Mucor y Rhodotorula aislados de ambientes contaminados han mostrado capacidades para la bioremediación de meta-les pesados (Iram et al. 2013, Mani & Kumar 2014, Mu-ñoz et al. 2012, Oladipo et al. 2018a, Parameswari et al. 2010, Vargas-García et al. 2012).Respecto a las bacterias aisladas, todas las secuencias fueron editadas a un tamaño de 1200 – 1450bp corres-
pondiente al gen 16S ADNr. En el análisis BlastN se obtu-vo porcentajes de identidad de 97 – 100% con cepas tipo del GenBank. Las secuencia de las cepas aisladas fueron depositadas al Genbank y su número de accesión se en-cuentra posterior al código de la cepas en la Figura 2. 
El análisis filogenético de las bacterias muestra la presencia de 7 especies agrupadas en 4 géneros (Fig. 
Figura 1: Análisis comparativo de la secuencias de la región  ITS de las cepas aisladas del Pasivo minero Santa Rosa de Jangas y especies 
relacionadas del NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se usó el método Kimura 2-parámetros, Maximum likelihood y 1000 boot 
straps. Fusarium boothii, Mucor ellipsoides y Rodhotorula araucariae se usaron como raíces y los números de accesión se encuentran al 
final de cada nombre.
F. boothii NRRL29011 (NR121203)
F. concentricum NRRL25181 (NR111886)
F. proliferatum 9223F (DQO16238)
F. fujikuroi CBS221.76 (NR111889)
F. fujikuroi CTLM13 (MH980136)
F. fujikuroi CTLM15 (MH980132)
F. fujikuroi CTLM09 (MH980130)
F. acutatum CBS402.97 (NR111142)
F. annulatum CBS258.54 (NR138275)
F. nygamai CTLM10 (MH980130)
F. nygamai CTLM16 (MH980128)
F. nygamai NRRL13448 (U34568)
D
0.010
R. araucariae (AB038067)
R. mucilaginosa CBS316 (KY104874)
R. mucilaginosa (NR073296)
R. dairenensis  CBS4406 (AF444501)
R. dairenensis CTLM24 (MH980120) 
C
0.020
M. ellipsoides ATCC MYA-4767 (NR111683)
M. nanus CBS774.86 (JN205907)
M. ramosissimus CBS135.65 (NR103627)
M. circinelloides f. janssenii CBS205.68 (NR126123)
M. velutinosus ATCC MYA-4766 (NR111682) 
M. circinelloides f. griseocynus CBS116.08 (NR126136)
M. circinelloides CTLM20 (MH980121) 
M. circinelloides f. griseocynus FSU10102 (JN943046)
B
0.050
F. boothii NRRL29011 (NR121203) 
A  versicolor HU3 (EU645727)
A. versicolor CTLM19 (MH980134)
A. creber NRRL58592 (JQ301889)
P. digitatum FRR1313 (AY373910)
P. digitatum CTLM04 (MH980137)
P. tricolor CBS635.93 (NR077206)
P. nalgiovense CBS352.48 (NR103694)
P. sclerotigenum NRRL3461 (NR121246)
P. mononematosum CBS172.87 (NR111817)
P. flavigenum CBS419.89 (NR103695)
P. confertum CBS171.87 (JX997081)
P. vanluykii CBS131539 (NR111813)
P. chrysogenum CTLM11 (MH980138)
P. chrysogenum CBS306.48 (NR077145)
P. chrysogenum FRR807 (AY373902)
P. rubens CTLM14 (MH980139)
P. rubens CBS129667 (NR111815) 
0.010
A
F. guttiforme CBS409.97 (NR120264)
F. pseudonygamai NRRL13592 (NR137162)
F. napiforme NRRL13604 (U34570)
F. ramigenum CTLM06 (MH980135)
F. ramigenum NRRL25208 (NR111888) 
F. temperatum CTLM05 (MH980122)
F. temperatum CTLM07 (MH980131)
F. temperatum CTLM08 (MH980123)
F. temperatum EFA313B (KC179827)
F. lactis NRRL25200 (NR111887)
F. brevicatenulatum (U61675)
F. begoniae CBS452.97 (NR111864)
F. circinatum CBS405.97 (NR120263)
F. circinatum FC (U61677)
F. bactridioides CBS100057 (NR120262)
F. inflexum CTLM22 (MH980126)
F. inflexum NRRL20433 (U34577)
F. oxysporum CTLM12 (MH980119)
F. oxysporum CTLM21 (MH980125)
F. oxysporum CTLM17 (MH980124)
F. oxysporum CTLM01 (MH980129)
F. oxysporum HG11062717 (KJ696537)
F. oxysporum CTLM18 (MH980133)
F. oxysporum CTLM03 (MH980140)
F. oxysporum CTLM02 (MH980127)
F. oxysporum CBS133023 (KF255448)
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2A-C), donde el género Bacillus estuvo representada 
por tres especies: B. licheniformis, B. subtilis y B. cereus; también se aislaron cepas de Staphylococcus epidermi-
dis y especies de los géneros Serratia y Enterobacter. Numerosas investigaciones reportan la amplia utilidad biotecnológica de las especies del género Bacillus; en-tre las cuales, las cepas de Bacillus sp. y Bacillus cereus aisladas de ambientes contaminados han mostrado tole-rancia a metales pesados así como capacidades para la bioremediación (Zahoor & Rehman 2009, He et al. 2010, Guo et al. 2010, Valverde et al. 2011). Ahemad (2014) reporta que varias especies del género Bacillus promo-tores de crecimiento vegetal vienen siendo aplicadas a procesos de desintoxicación de ambientes contaminados 
con metales pesados; Gupta y Diwan (2017) encontra-ron que algunos microorganismos -entre ellos especies 
de Bacillus- tienen potencialidades para contribuir con la desintoxicación de ambientes contaminados mediante la producción exopolisacáridos con capacidad de quelar metales pesados. Respecto a las especies de los géne-ros Serratia, Enterobacter y Staphylococcus, Chen et al. (2010) aislaron algunas cepas de Serratia nematodiphila y Enterobacter aerogenes endofíticas resistentes a me-
tales pesados; así mismo Yu et al. (2014) encontraron una cepa de Staphylococcus epidermidis con capacidad de reducir Hg (II) debido a la presencia del operon mer, además una cepa de Staphylococcus capitis mostró tole-rancia a cadmio, plomo, zinc, cobre, níquel y cromo (IV) reduciendo este último metal en porcentajes cercanos a 80% (Zahoor & Rehman 2009). Respecto a las especies por muestra de suelo, en las muestras M2 (rizósfera de B. pilosa) y M3 (rizósfera de S. 
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Figura 2: Análisis comparativo de la secuencias 16S ADNr, de 
las cepas de bacterias aisladas con especies relacionadas del 
NCBI GenBank. Los árboles elaborados con el método Kimura 
2-parámetros, Neighbour-Joining y 1000 boot straps, B. cereus y 
S. aureus como raíces, y los números de accesión se encuentran 
al final de cada nombre.
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americanum) se aislaron los mayores números de géne-ros y especies de hongos; mientras que en M1 (rizósfera de R. communis) sólo se aislaron especies del género Fu-
sarium (Fig. 3A). Así mismo, se aislaron hasta 4 especies de bacterias de las muestras M0 y M2; mientras que en M1 y M3 se encontraron 3 y 2 especies, respectivamente. También se observó que F. oxysporum estuvo presente en las muestras M0, M2 y M3 (Fig. 3A); mientras que por lo menos una cepa del género Bacillus estuvo presente en todas las muestras y cepas del género Serratia se encon-traron en las muestras M0, M1 y M2 (Fig. 3B).
Tolerancia a metales pesados.- Se evaluó la capa-cidad de tolerancia a siete metales pesados con diversos niveles de toxicidad y los resultados se muestran en las Tablas 2 y 3. Oladipo et al. (2018a) consideran tolerancia muy baja cuando el índice de tolerancia (IT) se encuen-tra entre 0.00–0.39, tolerancia baja cuando el IT es 0.40–0.59, tolerancia moderada con IT 0.60–0.79, tolerancia 
alta con IT 0.80–0.99 y tolerancia muy alta con IT ≥ 1.00; en este sentido se encontró que varios microorganismos mostraron alta y muy alta tolerancia.En el caso del plomo, 70% de los hongos mostraron alta tolerancia a 1mM de plomo. Este metal es uno de los cuatro metales más tóxicos de la tierra porque cau-sa problemas en la salud humana y ecosistema (Rhee et al. 2014), es uno de los más persistentes en el ambiente (Mani & Kumar 2014) y respecto a los tres ciclos pasados su presencia como contaminante se ha incrementado 
hasta 1000 veces más (Naik & Dubey 2013). Por lo tanto, los microorganismos con habilidades de sobrevivir y to-lerar concentraciones altas de Pb (II) son punto de parti-
da para mayores estudios con fines de biorremediación. Los hongos con muy alta tolerancia y mejores resultados fueron Fusarium temperatum CTLM05 seguido de F. oxys-
porum CTLM17 y F. oxysporum CTLM18. En concordan-cia, especies del género Fusarium han sido reportadas como tolerantes a Pb(II), Cd (II), entre otros metales pe-sados (Vargas-García et al. 2012). En el caso de las bac-
terias sólo B. subtilis SSR3 y Serratia sp. SSR2 mostraron tolerancia moderada a 1mM de plomo (II), mientras que las demás cepas presentaron baja o muy baja tolerancia. Syed y Chinthala (2015) encontraron cepas del género 
Bacillus entre ellas B. subtilis NSPA13 con significativa capacidad de biosorción de plomo.Respecto al cobre, este metal es un micronutriente esencial para los seres vivos pero puede ser tóxico en ba-jas concentraciones (Ahemad 2014, Cornu et al. 2017). Por lo tanto la célula posee mecanismos homeostáticos para regular su concentración y minimizar su toxicidad pero su exceso puede afectar al cerebro, riñón, hígado, in-testino (Colin et al. 2012, Cornu et al. 2017). Su alta toxici-dad está relacionada con su capacidad de formar radica-les libres (Rohini & Jayalakshme 2015). La contaminación con este metal se debe a factores naturales y la actividad humana tales como la minería, industria, agricultura y combustión (Cornu et al. 2017, Hock et al. 2017). Frente a este problema, algunas bacterias (Cornu et al. 2017) y ciertos hongos (Hock et al. 2017) son promisorios para los procesos de biorremediación porque han mostrado capacidades para bioabsorber este metal. En este senti-do, se evaluó el nivel de tolerancia a 1 mM de cobre (II), encontrándose que la levadura Rhodotorula dairenensis CTLM24, y las bacterias Serratia sp. SSR15 y Bacillus ce-
reus SSR1 mostraron tolerancia muy alta a diferencia de la mayoría de microorganismos evaluados que mostraron tolerancia baja a este metal. En relación a R. dairenensis, la especie R. mucilaginosa UANL-001L ha sido reportada como resistente a varios metales pesados entre ellos co-bre (Garza-Gonzalez et al. 2016). Así mismo, estudios so-bre resistencia a cobre de otras cepas de R. mucilaginosa muestran que éstas poseen la capacidad de bioabsorver el cobre y mecanismos para tolerarlo (Colin et al. 2012, Irazusta et al. 2012). Este grupo de levaduras producen pigmentos de tipo carotenoides que probablemente mini-mizan la toxicidad de los metales pesados (Irazusta et al. 2012). Respecto a las bacterias, Cidre et al. (2017) han re-
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Tabla 2: Porcentaje de tolerancia a metales pesados de los hongos aislados del suelo del Pasivo Minero Santa Rosa
 Cepas
1 mM 0.1 mM
Pb+2 Cu+2 Zn+2 Ni+2 Ag+1 Cr+6 Cd+2
F. oxysporum CTLM1 116 ± 5 35 ± 6 69 ± 3 69 ± 3 69 ± 3 96 ± 3 87 ± 3
F. oxysporum CTLM2 120 ± 5 36 ± 8 87 ± 5 69 ± 3 95 ± 5 134 ± 8 110 ± 3
F. oxysporum CTLM3 117 ± 4 55 ± 6 82 ± 10 81 ± 4 125 ± 4 140 ± 6 112 ± 4
P. digitatum CTLM4 76 ± 4 – 28 ± 3 59 ± 9 44 ± 7 78 ± 6 –
F. temperatum CTLM5 149 ± 3 47 ± 3 88 ± 3 53 ± 3 76 ± 6 101 ± 11 29 ± 0
F. ramigenum CTLM6 124 ± 4 6 ± 0 78 ± 5 41 ± 0 66 ± 4 116 ± 5 31 ± 5
F. temperatum CTLM7 123 ± 9 47 ± 5 92 ± 7 54 ± 2 69 ± 4 117 ± 6 –
F. temperatum CTLM8 115 ± 8 40 ± 5 90 ± 8 63 ± 2 77 ± 0 134 ± 6 19 ± 4
F. fujikuroi CTLM9 110 ± 2 11 ± 0 47 ± 6 50 ± 7 65 ± 4 101 ± 4 –
F. nygamai CTLM10 109 ± 4 28 ± 3 70 ± 4 40 ± 4 77 ± 4 131 ± 7 –
P. vanluykii CTLM11 85 ± 4 – 65 ± 9 61 ± 7 61 ± 0 217 ± 20 –
F. oxysporum CTLM12 114 ± 4 43 ± 7 86 ± 4 68 ± 5 123 ± 5 153 ± 5 51 ± 5
F. fujikuroi CTLM13 83 ± 6 20 ± 4 80 ± 5 64 ± 2 70 ± 3 102 ± 0 10 ± 3
P. rubens CTLM14 74 ± 5 9 ± 4 47 ± 7 84 ± 8 48 ± 4 73 ± 7 34 ± 7
F. fujikuroi CTLM15 119 ± 4 25 ± 4 89 ± 7 62 ± 2 75 ± 4 115 ± 2 –
F. nygamai CTLM16 125 ± 4 45 ± 3 90 ± 3 48 ± 2 70 ± 3 125 ± 0 –
F. oxysporum CTLM17 128 ± 9 28 ± 8 80 ± 4 55 ± 5 84 ± 3 108 ± 6 33 ± 8
F. oxysporum CTLM18 131 ± 6 46 ± 6 85 ± 9 88 ± 6 117 ± 8 161 ± 10 110 ± 3
A. versicolor CTLM19 81 ± 7 – 41 ± 6 56 ± 9 – – –
M. circinelloides CTLM20 107 ± 2 – 82 ± 5 21 ± 2 53 ± 3 106 ± 1 97 ± 2
F. oxysporum CTLM21 99 ± 9 27 ± 3 73 ± 3 50 ± 3 64 ± 3 90 ± 2 24 ± 4
F. inflexum CTLM22 117 ± 6 65 ± 4 87 ± 8 77 ± 7 104 ± 0 142 ± 0 98 ± 5
R. dairenensis CTLM24* – 100 ± 10 96 ± 8 54 ± 8 12 ± 3 70 ± 9 11 ± 2
* Fue evaluada con la metodología descrita para bacterias. Los valores corresponden a la media de 4 repeticiones ± DS, y las letras corresponde a los grupos 
a las cepas con mayores índices de tolerancia de acuerdo al análisis de Duncan (P<0.05).
Tabla 3: Porcentaje de tolerancia a metales pesados de las bacterias aisladas del suelo del Pasivo Minero Santa Rosa
Cepas
1 mM 0.1 mM
Pb+2 Cu+2 Zn+2 Ni+2 Ag+1 Cr+6 Cd+2
B. cereus SSR1 9 ± 4 84 ± 7 80 ± 5 78 ± 7 103 ± 10 115 ± 9 98 ± 1
Serratia sp. SSR2 – – 55 ± 8 77 ± 1 – 75 ± 3 114 ± 10
B. subtilis SSR3 53 ± 2 8 ± 2 59 ± 17 109 ± 5 – 20 ± 1 87 ± 2
S. epidermidis SSR4 26 ± 5 5 ± 1 – 5 ± 1 5 ± 1 29 ± 4 –
Serratia sp. SSR5 50 ± 1 – 68 ± 4 27 ± 1 – 61 ± 4 102 ± 1
B. licheniformis SSR6 23 ± 1 19 ± 0 92 ± 25 76 ± 8 – 19 ± 1 102 ± 7
Serratia sp. SSR7 26 ± 1 – 64 ± 1 28 ± 1 – 95 ± 1 109 ± 11
B. licheniformis SSR8 29 ± 4 6 ± 1 6 ± 1 10 ± 1 8 ± 1 12 ± 2 85 ± 1
S. epidermidis SSR10 38 ± 4 5 ± 1 69 ± 1 5 ± 1 5 ± 0 26 ± 1 105 ± 11
Serratia sp. SSR11 33 ± 0 – 67 ± 9 18 ± 1 – 65 ± 4 86 ± 12
Enterobacter sp. SSR12 34 ± 5 – 78 ± 11 17 ± 2 6 ± 1 61 ± 7 93 ± 1
Serratia sp. SSR13 5 ± 0 20 ± 1 90 ± 2 63 ± 9 143 ± 9 – 112 ± 3
B. cereus SSR14 36 ± 3 2 ± 0 72 ± 3 27 ± 3 – 59 ± 1 90 ± 1
Serratia sp. SSR15 16 ± 4 98 ± 11 92 ± 4 166 ± 3 108 ± 10 78 ± 4 116 ± 3
B. subtilis SSR16 21 ± 4 39 ± 7 64 ± 1 70 ± 9 – 37 ± 7 88 ± 3
B. subtilis SSR17 5 ± 1 – 80 ± 5 56 ± 6 50 ± 4 – 78 ± 8
B. licheniformis SSR18 13 ± 1 10 ± 2 312 ± 2 196 ± 20 6 ± 3 56 ± 1 253 ± 8
B. subtlis SSR19 11 ± 2 12 ± 3 54 ± 11 100 ± 10 – 70 ± 8 96 ± 8
Los valores corresponden a la media de 4 repeticiones ± DS, y las letras corresponde a los grupos a las cepas con mayores índices de tolerancia de acuerdo 
al análisis de Duncan (P<0.05).
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portado algunas cepas del género Serratia y Bacillus con alto nivel de resistencia a cobre, habiendo encontrado la presencia de genes pertenecientes al cluster pco multico-bre oxidasa y al cluster sil involucrado en la resistencia a Cu y Ag en especies del género Serratia y otras gram 
negativas. Del mismo modo, Behera et al. (2014) en el estudio de respuesta antioxidativa de B. cereus frente a cadmio y cobre, encontraron que ambos metales indu-cían diferentes respuestas, donde la respuesta frente al cobre estaría relacionada con la producción de catalasas. Así mismo, algunas cepas de B. cereus mostraron alta ca-pacidad de biosorción de cobre (Rohini & Jayalakshme 2015, Oladipo et al. 2018b), encontrándose la presencia de genes de resistencia al cobre en el cromosoma y que el grado de biosorción era dependiente a las condiciones del medio cultivo y entorno (Rohini & Jayalakshme 2015).El zinc como elemento traza es un metal importante para el desarrollo normal de diversas vías metabólicas ce-lulares y en la salud del ser humano (Wuana & Okieimen 2011, Ahemad 2014). La contaminación de aguas y suelos con zinc proveniente de actividades humanas principal-mente la minería, la combustión de carbón y desechos, y la industria del acero viene generando riesgos en la salud y ecosistema (Wuana & Okieimen 2011), por lo tanto es necesario los esfuerzos para la biorremediación de eco-sistemas contaminados con este metal. Entre los microor-ganismos evaluados y cultivados con 1mM de Zn (II) se encontró que los hongos R. dairenensis CTLM24, F. tempe-
ratum CTLM7 y CTLM8, y F. nigamai CTLM16 mostraron alta tolerancia a zinc. Así mismo, las bacterias mostraron niveles de tolerancia variados, de los cuales la cepa B. li-
cheniformis SSR18 alcanzó un índice de 3.00, es decir no solo fue altamente tolerante sino que fue estimulada por este metal; también B. licheniformi SSR06 y Serratia sp. SSR15 mostraron alta tolerancia. En concordancia, Muñoz et al. (2012) encontraron que las bacterias y hongos aisla-das de aguas residuales toleraron altas cantidades de zinc, pero la cepa R. mucilaginosa mostró menor tolerancia. Sin embargo, Garza-Gonzalez et al. (2016) encontraron que R. 
mucilaginosa UANL-001L mostraba alta tolerancia a zinc y plomo, atribuyendo esta propiedad a la formación de exo-polisacáridos. Contrariamente, R. dairenensis CTLM24 no toleró 1mM de plomo, pudiendo dar indicios de la presen-cia de otros mecanismos involucrados. Por otro lado, Kris-hna et al. (2013) encontraron una cepa de Bacillus sp. que bio-acumulaba altos niveles de zinc a pH 9.El níquel es contaminante industrial que está pre-sente en el ambiente sólo en muy bajas concentracio-nes (Wuana & Okieimen 2011), como otros metales es esencial para los seres vivos en muy bajas dosis pero a mayores concentraciones es causante de varios tipos de cáncer (Wuana & Okieimen 2011, Macomber & Hausin-ger 2011). Wuana y Okieimen (2011) indican que a pesar de su efecto negativo en el crecimiento de los microorga-nismo, algunos desarrollan resistencia. En concordancia, se encontró que todas las cepas de hongos y bacterias mostraron tolerancia a 1mM de niquel. Los hongos con mejor respuesta fueron F. oxysporium CTLM18, P. rubens CTLM14 y F. oxysporum CTLM3 que mostraron alta tole-rancia. Entre las bacterias B. licheniformis SSR18 segui-
do de Serratia sp. SSR15 mostraron muy alta tolerancia con valores mayores a 1.96 ± 0.02 y 1.66 ± 0.3, respec-tivamente. Se han encontrado varios mecanismos de to-lerancia en bacterias y eucariotas (Macomber and Hau-singer, 2011), donde la tolerancia de Bacillus cereus está asociada a un gen cromosomal (Shoeb et al. 2010).Respecto a la tolerancia a plata, todas las cepas de hongos excepto A. versicolor CTLM19 mostraron algún grado de tolerancia a 0.1mM de plata (I) donde las cepas 
F. oxysporium CTLM03, CTLM12, CTLM18 y F. inflexum CTLM22 fueron muy altamente tolerantes. Por lo con-trario, la mayoría de bacterias no mostraron tolerancia a este metal. Sin embargo, las cepas Serratia sp. SSR13, 
Serratia sp. SSR15 y B. cereus SSR1 mostraron muy alta tolerancia. Este metal es tóxico para las bacterias porque forman complejos con el azufre (Ahemad 2014), esta ac-tividad antibacteriana está siendo rescatada por la na-notecnología y se están estudiando algunos hongos tole-
rantes capaces de formar nanopartículas de plata (Devi & Joshi 2015, Majeed et al. 2017).El cromo (VI) es altamente tóxico, mutagénico y carci-nogénico, deriva principalmente de la actividad humana, por su alta solubilidad se moviliza a otros lugares diferen-tes de su origen (Ahemad 2014, Viti et al. 2014). Atravie-sa la membrana celular por la vía de ingreso del sulfato y 
genera iones intermediario Cr(V) y/o Cr(IV), radicales li-
bres y como producto final Cr(III) que afecta la replicación 
del ADN, causa mutagénesis, y afecta a las enzimas (Viti et al. 2014). En el caso de los hongos la mayoría mostraron alta y muy alta tolerancia, entre ellos destacó F. nygamai CTLM10 que alcanzó un índice de 3.17 seguido de F. oxys-
porum CTLM12 y CTLM18. Concordantemente, Iram et al. (2013) aislaron varias especies de hongos resistentes a Cr y Pb a partir de suelos, entre ellos a Fusarium solani. La mayoría de bacterias mostraron algún nivel de tolerancia a este metal, entre ellas B. cereus SSR1 mostró muy alta tolerancia. Concordantemente, Upadhyay et al. (2017) encontraron que B. subtilis MNU16 aislada de suelos de minas de carbón con un gran nivel de resistencia a cromo (VI), el mismo que es reducido a Cr (III).Junto con el mercurio y el plomo, el cadmio es el ter-cer metal más contaminante sin función biológica cono-cida (Wuana & Okieimen 2011). La contaminación con 
este metal proviene de la minería, efluentes de las tex-tileras, industrias de electroplatinados y galvanizados y las baterías de cadmio (Fazli et al. 2015). Catorce cepas de hongos mostraron algún nivel de tolerancia a 0.1 mM de cadmio (II) de los cuales F. oxysporum CTLM02, F. oxys-
porum CTLM03, y F. oxysporum CTLM18 mostraron muy alta tolerancia. Concordantemente, otras investigaciones señalan el alto potencial de los hongos para la desconta-minación del cadmio (An et al. 2015, Fazli et al. 2015). Así mismo, la mayoría de bacterias mostraron tolerancia a este metal y el 44% mostró muy alta tolerancia. B. liche-
niformis SSR18 creció hasta 150% más que el control sin metal (IT 2.53). La biomasa viva o muerta o los EPS (poli-sacáridos extracelulares) de algunas especies del género 
Bacillus han mostrado resistencia y potencial de remover cadmio (Shameer 2016, Wu et al. 2016).
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Finalmente, la aplicación de los sistemas microbianos para la biorecuperación y bioprocesos de los metales ha recibido gran importancia en los últimos años (Liang & Gadd 2017). En este sentido, en los suelos del pasivo mi-
nero Santa Rosa se ha encontrado una microflora de hon-gos y bacterias resistente a metales pesados, los cuales podrían jugar el rol de promotores de crecimiento vege-tal protegiendo a las plantas de los efectos tóxicos de los metales (Jiang et al. 2008), pero también podrían tener el rol de bioacumulación y reducción de los metales pe-sados. Estos bioprocesos podrían ser aprovechados para procesos de bioremediación, por lo cual son necesarias mayores investigaciones. 
Material suplementario
Códigos de barra de ADN de los hongos se encuentra en 
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